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基础 研究 


华 支 军 吸虫 征调 节 和 蛋 日 的 生物 学 特性 及 与 肝 纤维 化 的 天 系 
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摘要 :目的 对 华 支 内 吸虫 成 虫 (Clonorchis sinensis, Cs) 钙 调节 蛋白 (CaM) 进 行 生物 学 及 功能 分 析 , 以 确定 其 在 肝 纤维 化 中 的 作 
Hl. 方法 从 Cs cDNA 质粒 文库 中 寻找 CsCaM 全 长 序列 ,以 BLASTx 搜 索 其 同 源 序列 并 进行 比 对 分 析 。 以 生物 信息 学 进行 同 
源 比 对 、 理 化 性 质 分 析 及 功能 域 预 测 。 以 分 子 生 物 学 方法 进行 原核 克隆 ,大 肠 杆菌 表达 , 亲 和 层 析 纯 化 ,并 将 纯化 蛋白 免疫 大 
鼠 , 产 生 多 克隆 抗体 。ELISA 检 测 CSCaM 抗 体 滴 度 及 产生 曲线 。 免 疫 印 迹 实 验 分 析 CsCaM 重 组 蛋白 纯化 及 其 抗体 识别 效果 。 
免疫 组 化 分 析 其 组 织 定位 ;腹腔 注射 法 建立 CsCaM 致 大 鼠 肝 纤 维 化 模型 。 结 果 重组 .表达 及 纯化 了 CSCaM ,其 编码 150 位 
氨基 酸 ,理论 相对 分 子 质量 23 400。 结 构 域 预测 其 具有 EF 手 位 模 序 。 pET-30a-CsCaM 重 组 质粒 其 目的 蛋白 表达 于 宿主 菌 


limi 


BL21 E. coli 上 清 , 相 对 分 子 质量 约 23 400。 总 IgG 抗体 滴 度 于 2~4 周 达 较 高 峰 , 效 价 大 于 1:51 200。 免 疫 组 织 化 学 定位 显示 
CsCaM 在 成 虫 轩 丸 表达 丰富 。CsCaM 腹 腔 注 射 大 鼠 的 肝脏 均 显 示 不 同 程度 病变 ,HE 染色 可 见 炎症 反应 较 严 重 ,可 见 气球 样 
变 门 管区 炎 及 碎片 状 坏死 ; 网 状 纤维 染色 显示 小 胆管 周围 胶原 增生 ,有 轻 到 中 度 纤维 化 。 结 论 CsCaM 促 进 大 鼠 肝 脏 炎 症 病 变 
及 纤维 化 的 作用 ,提示 其 可 能 参与 了 华 支 替 吸 虫 病 致 肝 纤维 化 的 作用 。 
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Abstract: Objective To characterize the biological function of calmodulin (CaM) from Clonorchis sinensis (C. sinensis, Cs) and 
investigate its role in clonorchiasis-associated hepatic fibrosis. Methods The full-length sequence of CsCaM gene was isolated 
from Cs cDNA library and its homologues were searched using BLASTx for comparison. Bioinformatics analysis was 
performed to compare the homologues and predict the physiochemical characteristics and functional domains. The gene was 
cloned in a prokaryotic plasmid and expressed in E. coli, and the recombinant protein was purified by affinity chromatography 
for immunizing rats to produce polyclonal antibodies, whose titer was determined using ELISA analysis. Immunoblotting 
analysis was carried out to determine of the purity and antibody recognition of CsCaM. Immunofluorescence assay was 
employed to analyze the tissue location of the protein. A rat model of liver fibrosis was established by introperitoneal injection 
of the recombinant protein. Results The recombinant CsCaM protein obtained contained 150 amino acids with a theoretical 
molecular mass of 23.4 kD. CsCaM homologue had EF hand motifs. The recombinant pET-30a-CsCaM plasmid expressed in 
BL21 E. coli was about 23.4 kD. The total IgG antibody titer in the immunized mice reached the peak level (over 1: 51200) 2 to 
4 weeks after the first injection. Immunohistochemistry showed that CsCaM located in the testis of adult C. sinensis. The rats 
receiving intraperitoneal injection of CsCaM showed severe liver inflammation with mild to moderate liver fibrosis. 
Conclusion The pro-inflammation and pro-fibrosis effects of CsCaM in rat liver suggest its involvement in clonorchiasis- 
associated hepatic fibrosis. 
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要 寄生 于 人 或 其 它 保 虫 宿 主 的 肝胆 管内 。 大 量 的 临床 
病理 观察 和 动物 试验 表明 华 支 举 吸 虫 感 染 从 早期 开始 
就 引起 肝 纤 维 化 ,但 其 致 病 机 制 尚 不 明确 一 。 我 们 前 期 
HRE TELE E MARS] 8 88 EAE TR! ASA 
WAR E H (calmodulin, CaM) 参 与 了 多 种 纤 
维 化 的 病理 过 程 ,但 华 支 举 吸 虫 感染 是 否 通过 钙 调 节 和 蛋 
白 臻 肝 纤 维 化 ,其 分 子 生物 学 特征 如 何 、 组 织 定位 于 何 


201712.01076v1 


chinaXiv 


* 660 - J South Med Univ, 2015, 35(5): 659-664 


处 ,目前 尚 无 研究 。 

CaM 普 遍 存 在 于 真 核 细 胞 中 ,在 动物 的 脑 和 墨 丸 
组 织 中 的 含量 比 在 一 般 组 织 中 高 数 倍 , 钙 在 细胞 内 的 许 
多 作用 都 是 通过 CaM 介 导 ;CaM 作 用 :参与 调节 控制 信 
息 传递 ”\ 糖 原 合成 与 分 解 "蛋白质 磷酸 化 及 脱 磷 
酸化 ”细胞 内 钙 离 子 浓度 ”平滑肌 收 缩 ” 等。 CaM 
是 肝脏 的 一 种 重要 的 受 体 蛋 白 , 可 与 AIP 合 酶 结合 于 细 
胞 膜 ”, 调 节 肝 被 膜 极 性 ,参与 肿瘤 细胞 的 生长 增殖 ,可 
能 是 特 发 性 骨髓 纤维 化 病人 "及 塞 性 纤维 化 “病人 的 
致 病因 素 。CaM 的 进化 较 保 守 ,缺乏 种 属 和 组 织 特异 
性 "”。 然而 ,目前 华 支 尝 吸 虫 表达 的 CaM 的 分 子 生物 
学 特性 及 其 与 肝 纤维 化 的 关系 尚 不 清楚 。 

本 研究 中 ,我 们 克隆 并 表达 了 华 支 界 吸 虫 的 钙 调 方 
集 白 ,并 对 其 分 子 生物 学 特征 \ 组 织 定 位 及 致 肝 纤 维 化 
功能 进行 了 鉴定 。 


1 材料 和 方法 
1.1 CsCaM 生 物 信息 学 分 析 

从 华 支 举 吸虫 成 虫 cEDNA 质粒 文库 中 寻找 CC. 
sinensis £535 T7 4& 1 (CSCaM) 4-I&FF9l] , LJ BLASTx 1€ 
索 其 同 源 序 列 并 进行 比 对 分 析 。 以 应 用 BLASTx 程 序 
(http:Wwww.ncbi.nlm.nih.govwBLAST/) 搜 寻 其 同 源 序 
列 、Vector NTI suite 分 析 其 保守 性 、ExpasyChttp:/ca. 
expasy.org/)ProtParam 预测 分 子 量 及 理化 性 质 、 
MotifScan 及 InterPro Scan 进行 结构 域 预测 .SWISS- 
MODEL 及 3D-PSSM 预 测 三 维 立体 结构 等 。 
1.2 CsCaM 重 组 质粒 的 构建 重组 蛋白 的 表达 及 纯化 

(1) CsCaM 以 上 游 引 物 5-GACTGGATCCTGTT 
TTTCGTGCTCCTGT-3' 及 下 游 引 物 5-TTTTGCGGC 
CGCTTACTTCGCCGTCATCA-3' 扩 增 目的 片段 ,下 划 
线 表 示 酶 切 位 点 :BamH I ,Not D (2) 扩 增 目 的 片段 
PCR 并 进行 胶 回 收 纯化 (北京 赛 百盛 ); (3) 纯 化 的 目的 
片段 与 空 载体 进行 限制 性 内 切 酶 酶 切 、 纯 化 回收 酶 切 产 
物 、T, 连 接 酶 连接 、 转 化 和 感受 态 细胞 DH-5a 并 进行 培 
养 扩 增 目 的 基因 的 拷贝 数 (TaKaRa);(4) 提 取 重 组 质粒 
进行 限制 性 内 切 酶 酶 切 鉴定 ,并 将 鉴定 阳性 质粒 送 测 
序 ;(5) 将 测序 正确 的 重组 质粒 转化 入 BL21(DE3) 以 
IPTG 诱导 目的 蛋白 表达 ,并 确定 表达 最 佳 条 件 ; (6) 以 
最 佳 条 件 诱导 目的 蛋白 表达 ,并 收集 重组 菌 体 超声 后 分 
离 上 清和 沉淀 ,并 以 SDS-PAGE 分 析 目 的 蛋白 的 分 布 ; 
(7) 以 His-bind 纯化 试剂 盒 (His Bind Purification Kit) 
(Novagen) 进 行 目的 蛋白 纯化 ,纯化 后 的 目的 蛋白 于 
PBS 中 进行 透析 , 视 情 况 进 行 浓缩 , 存 于 -20 备用。 
1.3 抗 血清 制备 

SD 大 鼠 200 hg/ 只 CsCaM 与 等 体积 福 氏 完全 估 剂 
混 匀 ,皮下 多 点 注射 免疫 ,间隔 2 周 进行 第 2 次 加 强 免疫 
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(14100 hg/ 只 加 等 体积 不 完全 福 氏 佐 剂 ) ;再 间隔 2 周 用 
上 述 方法 进行 一 次 加 强 免疫 。 末 次 免疫 后 2 周 大 鼠 眼 
球 采血 ,分离 血 清 ,ELISA 法 测 抗 体 效 价 后 保存 
于 -80 CHH. 
1.4 SDS-PAGE 及 Western blot 分 析 

SDS-PAGE (15% gel) 分 析 CsCaM, 电 转 移 至 
PVDF 膜 (Qbiogene) ,以 6xHis 单 克 隆 抗 体 (mouse 
source) (Boster Co.) .CsCaM 及 抗 血清 正常 小 鼠 血 清 
及 正常 大 鼠 血 清 分 别 进行 免疫 印迹 识别 ;然后 ,以 HRP 
标记 的 免 抗 大 鼠 或 免 抗 小 鼠 IgG(Boster Co.) 作 为 二 抗 ， 
以 二 氨基 联 薪 胶 底 物 显 色 。 
1.5 CsCaM F C. sinensis 成 下 免疫 组 化 定位 

将 从 感染 华文 墨 吸虫 动物 体内 分 离 的 成 虫 固定 后 
制作 石蜡 切片 。 脱 晴 后 的 石蜡 切片 和 活体 玻 片 以 自发 
KICK Ñ| CApplygen) Ab F , PBS-T (PBS 溶液 中 含 
0.0596 Tween 20,PBS-T) 清 洗 后 ,以 10% BSA Bj PBS 
4 %C 封 财 过 夜 。PBS-T 清 洗 后 ,以 CsCaM 的 抗 血 清 孵 育 
室温 1 h, 同 样 方法 以 大 鼠 免疫 前 血清 做 对 照 。PBS-T 
清洗 后 ,以 FITC 标 记 的 二 抗 goat anti-rat IgG(H+L)(1: 
400 dilution) (Molecular Probes, Invitrogen) = WI A 
30 min。PBS-T 清洗 后 , 灾 光 显微镜 拍照 (Olympus 
IX61), 
1.6 ELISA 

(1) 包 被 缓冲 液 (pH9.6 0.05 mol/L 碳酸 盐 缓 冲 液 ) 
将 CsESP 稀释 至 10 hg/ml,0.1 ml 孔 于 96 孔 酶 标 板 , 
4% 过 夜 ;(2) 次 日 用 PBS-Tween 20 (PBS 溶液 中 含 
0.0596 Tween 20,PBS-T) 洗 涤 3 次 ,每 次 g min。5% 脱 
脂 奶 粉 37% ,2 h 封 闭 ,PBS-T 洗 涤 后 加 1:200 稀 释 的 
待 检 样 品 0.1 ml 于 包 被 反应 孔 中 ,37 CHA 2h, JF 
做 空白 .阴性 对 照 ;(3)PBS-T 洗 涤 3 次 后 ,加 入 0.1 ml/ 
孔 1:20 000 稀 释 的 HRP 标 记 的 免 抗 大 鼠 IgG,37 CHF 
育 1h;(4) 洗 涤 后 ,0.1 ml 孔 加 入 TMB 溶液 , 显 色 5~ 
10 min; (5)0.05 ml 孔 中 加 入 2 mol/L 硫酸 ;(6) 全 自动 
酶 标 仪 检 测 仪 450 nm 测 OD 值 。 
1.7 腹腔 注射 法 建立 CSCaM 致 大 鼠 肝 纤维 化 模型 

6-8 周 龄 雄性 SD 大 鼠 ,8 只 /组 ,分 3 组 : 猪 血清 
0.5 ml 腹腔 注射 2 次 / 周 ,至 其 第 8 周作 为 阳性 对 照 ; 实 验 
组 以 溶 于 PBS 中 的 CsCaM(200 hg/ 只 ) 与 等 体积 福 氏 完 
EMA] (Sigma NES ,腹腔 注射 ,间隔 2 周 进 行 第 2 次 加 
强 注 射 (以 100 hg/ 只 加 等 体积 不 完全 福 氏 佐 剂 
(Sigma) ); 再 间隔 2 周 以 上 述 方法 进行 1 次 加 强 注射 ; 
PBS 以 上 述 方法 注射 作为 阴性 对 照 。 末 次 注射 后 2 周 
大 鼠 眼 球 采 血 , 分 离 血清 ,ELISA 法 测 抗体 效 价 后 保存 
于 -80 % 备 用 。 处 死 动物 , 取 肝 脏 ,4% 甲 醛 -PBS 固定 ， 
石蜡 包 埋 切 片 ,HE 染 色 观 察 肝脏 炎症 坏死 反应 严重 程 
度 ,网 状 纤维 染色 观察 肝脏 纤维 化 严重 程度 。 
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2 结果 
2.1 CsCaM 生物 信息 学 分 析 

CsCaM 具有 4 个 EF 手 位 模 序 1, 即 aa21-33、 
aa57-69 .aa94-106 aa 130-142; 4 个 EF 手 位 模 序 2, 即 
aa8-43 .aa 44-79 ,aa 81-116,aa 117-150( 图 1A);4 个 EF 


J South Med Univ, 2015, 35(5): 659-664 * 661- 


结构 域 , 即 aa 12-40 aa 48-76 \aa 85-113 ,aa 121-149( 图 
1C)。CsCaM 的 开放 阅读 框 共有 450 bp, 编 码 150 fv à 
基 酸 ,理论 相对 分 子 质量 为 23 400( 图 1B)。 与 日 本 血 
吸虫 亲缘 关系 最 近 , 其 次 是 曼 氏 血吸虫 ,与 人 、 原 鸡 小 
鼠 杂 缘 关系 较 远 (图 1D)。 


A 
1 — — 150 = — EF-HAND-1 
21 33 57 69 106 130 142 
8 43 44 79 81 116 117 
B 1 BeTnTCGnT NNGETIGAT nmTCCnNTTC CTATCGGEC ATTACGCCE CCDCCTTAC CCGTTATCO TESTSTTIT TCCTGCTCC TOTTTTTGT 
Na DUE TEE 8 TF £& E Ó& Fr $t EEE 4&5 6 71 1 
91 GICATGECC CATCARCTR ACACRACRA CAGATIECA GAATICAAG CACCCTTTU TCCCTCTIT DACAACEAT CEACATGGCI ACCRTCACC 
ESOE ve rr 0 o0NO8^ 3 LOEO ORO P RO&OR.R OON ORA WORD, B9 
181  ACGARAGAG TTGGGRACC GTCATGCGA TCTCTGGGG CAAAATCCG ACTGAGGCA GRAGCTGCAG GATATGATT AATGAGGTC GATGCCGAT 
WE NH € 3 B BD — E: 8^- E LU. B R & M EN AR CR É& X ESO RUR OR UEUECA 
?71  GGChACGGG ACCATCGAT TTTCCCGAR TTTCTGACC ATGATGGCA COCAANANATG AAGGACACA GATAGCCAG CAACAAATT CGRGRRGCC 
FE W-Faw 89. B .F-i-—3 A aa L A-B8.9— NW. INR L':-W-E-MN- LE. o, 
361  TTCCGGGTG TTTGRCARR GRCGGCRAT GGRTTTATC TCTGCAGCC GRRTTRCGG CACGTAATG RCRARCCTC GGTGRRARG TTGRCGGRT 
EE T ENR I.E NE PI PSP gg NRE EF NEAN TALR 
451  GAAGAAGTC GATGAAATG ATCCGTGAA GCTGATATT GATGGCGAT GGTCARGTA AATTACGAG GAGTTTGTC AAAATGATG ACGGCGARG 
. 
541  TAACAACAC CACANNCCA CCTCCCCCT TCCCTTCCC ATANCTTCC CECTCACAAC AACCCATAC CCACACTCT CCCTTCCAN CAATCCACT 
631  TTCTCTTTT TCTGCCACAC AACTTCCCC CCTCCCTAC ATCACCTCT TCTAATTCT CTTCCCCTT TTCCTCCCC TCCATTCTC NNNACTCTCG 
721  CRIGICGRC TGTGTCGTG GCECCCRTR TGCTGCCTT TTGTGGTGG NNNGCGATE RRTGCTCCT TGRRTTCCG TTTGRCCTI TTTRTGGGU 
811 TIIGINAGG TGRTTTGGR CCRRTTCCT GCGRRACCC TTICCTTGG fRGCRRCCTG CRCRTCCTC TGRTTGRRC RRRCCCCTR CCCDDCTCC 
& 图 1 钉 调 节 和 蛋白 的 生物 信息 学 分 析 
Fig.1 Bioinformatics analysis of calmodulin 
12aa-402a 48aa- 762a (CaM). A: MotifScan prediction of CaM. B: 
Nucleotide sequence and the deduced 
121aa-1492a amino acid sequence of the CsCaM cDNA. 
C: SWISS-MODEL diaplaying CaM's EF- 
hand domains. D: Molecular evolution tree 
85aa~113aa of CaM, Schistosoma japonicum (GenBank 
Accession — No.CAX71443.1, Schistosoma 
b mansoni (GenBank Accession No.XP_ 
002574096.1) | Homo sapiens (GenBank 
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2.2 CsCaM 的 重组 表达、 纯化 及 Western blotting 分 析 

pET-30a-CsCaM 重 组 质粒 BamH I ,Not I IUH 
鉴定 , 切 下 约 450 bp 的 目的 片段 ,与 CCaM 基 因 的 片段 
大 小 一 致 (图 2A)。CsCaM 重 组 质粒 BL21 E. coli ei^, 
菌 体 上 清 中 有 目的 条 带 表达 ,目的 蛋白 相对 分 子 质量 与 
理论 分 子 量 相符 (图 2B)。CsCaM 纯 化 蛋白 可 被 His 单 
抗 识 别 ,并 可 被 其 抗 血清 识别 (图 2C)。 免 疫 印 迹 实验 
提示 CsCaM 具 有 His 标 签 和 免疫 反应 性 。 
2.3 免疫 荧光 分 析 CsCaM 重组 蛋白 在 C. sinensis 的 组 织 
定位 

免疫 组 织 化 学 显示 CsCaM 定 位 于 成 虫 的 睾丸 , 阴 
性 对 照 的 相应 部 位 未 见 到 明显 荧光 ,推测 其 可 能 与 虫 体 
的 雄性 生殖 系统 成 熟 相关 (图 3)。 


[C.sinenss] (0.0000) 
一 一 一 : japonicum] (0 0067) 
[S.mansonj (0.006 7) 


(G.allus] (0.0067) 


[R.norv eaicus] (0.0201) 


Accession No. AF178845 1), Gallus gallus 
(GenBank Accession No. AAA48653.1) and 
Rattus norvegicus (GenBank Accession No. 


XP. 001073968.1). 


2.4 CsCaM 重 组 蛋白 ELISA 分 析 

CsCaM 总 IgG 抗体 滴 度 于 2-4 周 达 较 高 峰 , 抗 体 效 
价 大 于 1:51 200, 表 明 重 组 CsCaM 具 免疫 原 性 (图 4)。 
2.5 CsCaM 对 大 鼠 肝 脏 的 作用 及 其 抗体 效 价 、 抗 体 曲线 

CsCaM 腹腔 注射 大 鼠 的 肝脏 均 显 示 不 同 程度 病 
变 ,HE 染 色 可 见 炎 症 反应 较 严 重 , 可 见 气球 样 变 T] 
管区 炎 及 碎片 状 坏死 ;网 状 纤维 染色 显示 小 胆管 周 
围 胶原 增生 ,有 和 轻 到 中 度 纤 维 化 。PBS 注射 组 炎症 反 
应 也 较 严 重 , 猪 血清 注射 组 显示 胶原 纤维 增生 (图 
5A)。CsCaM 模 型 组 的 抗体 滴 度 达 1:51 200 以 上 ,于 
4 周 达 峰值 (图 5B)。CsCaM 的 促进 大 鼠 肝 脏 炎 症 病 
AF £FHETEAE HT, Bion Ho AES T 4e xc SEDR dup 
致 肝 纤 维 化 的 作用 。 
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图 2 重组 CsCaM 的 克隆 .表达 及 鉴定 


Fig.2 Cloning, expression and identification of recombinant CsCaM. A: 
Identification of pET-30a-CsCaM by digestion with restriction enzyme and PCR 
amplification. DL2000 marker (M); PCR amplification (Lane 1); recombinant 
pET-30a (Lane 2) and empty pET-28a (Lane 3) digested by restriction enzymes and 
DL15000 marker (M); B: Expression and purification of CsCaM homologue. 
Molecular mass standards(M); BL21 cell contained pET-30a without IPTG induction 
(Lane 1) and with IPTG induction (Lane 2); BL21 cell contained the recombinant 
pET-30a without IPTG induction (Lane 3) and with IPTG induction (Lane 4); 
supernatants of lysate of recombinant protein (Lane 5); sediments of lysate of 
recombinant protein (Lane 6); the purified recombinant protein (Lane 7) C: 
Identification and antigenicity of recombinant CsCaM homologue. Recombinant 
CsCaM homologue protein reacted with mouse 6x His monoclone antibody (His), 
sera from rats immunized with the recombinant CsCaM homologue (Calmodulin), 
the sera from naive mouse, and the sera from naive rat. 


Calmodulin 


Control 


图 3 CsCaM ÆC. sinensis 成 虫 的 免疫 荧光 定位 


Fig.3 Immunofluorescence for CsCaM homologue localization in adult C. sinensis. t: Testis. A: Fluorescent 
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3 Wit 
WEZ [EIER Sc SUR HO ES eZ 
病理 损害 ,也 是 病毒 性 肝炎 等 多 种 肝脏 


疾病 的 共同 转 归 交接 点 ,是 肝 硬 化 甚至 
肝癌 的 前 兆 , 肝 纤维 化 是 相对 可 逆 的 过 
程 , 故 是 临床 治疗 的 关键 阶段 中 。 研 究 
肝 纤 维 化 的 机 制 , 阐 明 ; 其 发 生发 展 原 
理 , 可 为 租 选 诊断 标志 高 效 疫 苗 及 药 
物 靶 标 提供 依据 ,促进 人 类 攻克 肝脏 疾 
病 的 进程 。 目 前 的 研究 表明 , 肝 纤 维 化 
是 肝脏 中 产生 的 细胞 外 基质 
(extracellular matrix, ECM) 合 成 大 于 
了 其 降解 速度 ,而 使 得 肝脏 内 细胞 外 基 
质 大 量 堆 积 及 重 塑 。 肝 星 状 细胞 
(hepatic stellate cell, HSC) 在 肝 纤 维 化 
过 程 中 起 重要 作用 ,肝脏 的 各 种 损伤 可 
导致 其 由 静止 的 储 脂 细胞 活化 为 成 纤 
维 细胞 ,后 者 释放 出 一 系列 的 细胞 
子 , 促 使 ECM 的 沉积 和 纤维 化 ”。 

研究 表明 ,CaM 人 参与 了 若干 疾病 纤 
维 化 的 过 程 。 在 特 发 性 骨髓 纤维 化 发 
疾病 组 CaM 浓 度 高 达 对 
照 组 的 3 倍 , 其 可 能 由 血小板 或 巨星 细 
胞 释放 ,从 而 参与 了 特 发 性 骨髓 纤维 化 


field of positive response in the testis to rat IgG against recombinant protein; B: Bright field of positive 


response in the testis to rat IgG against recombinant protein; C: Fluorescent field of negative response in 


the testis to IgG from normal rats; D: Bright field of negative response in the testis to IgG from normal rats. 
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图 4 CsCaM 的 抗体 生成 曲线 
Fig.4 Antibody development curves of CsCaM in mice. 


A = CsCaM (HE staining) 


PBS (reticular fiber staining) 


3.0 lgG antibody 


Time (week) 


分 析 ( 图 4) 及 免疫 印迹 实验 (图 2B) 表 明 ,CsCaM 具 有 良 
好 的 免疫 原 性 ,可 以 产生 特异 性 的 IgG 多 克隆 抗体 ;并 
有 具有 良好 的 免疫 反应 性 ,CsCaM 可 以 和 其 抗 血清 特异 
性 识别 。 免 疫 荧光 分 析 CSCaM 4E LT RR S] SEL CI 
3) ,提示 其 可 能 与 雄性 生殖 系统 成 熟 相关 。 与 其 他 物种 


CsCaM (reticular fiber staining) 


| Control 
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IS EZ S ; TEREPE RALAR A , RIRE EB 
CaM 浓 度 升 高 ,提示 其 参与 发 病 ”。 那 么 EEEN 
虫 病 肝 纤 维 化 中 CaM 会 有 什么 样 的 作用 呢 ? 我 们 的 研 
究 结 果 提 示 CsCaM 具有 促进 大 鼠 肝 脏 炎 症 病变 及 纤维 
化 作用 (图 5A), 同 时 伴随 高 滴 度 的 CsCaM 多 克隆 抗体 
产生 (图 5B), 提 示 其 可 能 通过 CsCaM 高 滴 度 抗体 参与 
了 华 支 举 吸 虫 病 致 肝 纤 维 化 的 作用 ,推测 CsCaM 抗 体 
可 能 不 是 一 种 保护 性 抗体 。 

CsCaM 分子 生 物 学 特征 如 下 :生物 信息 学 分 析 
(图 1) ,表明 CsCaM 具有 保守 的 EF-HAND 结构 域 ,是 
钙 离 子 的 结合 位 点 ,从 而 参与 多 种 细胞 代谢 *"。ELISA 
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Porcine serum (reticular fiber staining) 


图 5 CsCaM 促 大 鼠 肝 脏 炎 症 及 纤维 化 动物 模型 的 组 

织 病理 学 分 析 

Fig.5 Pathohistology analysis of pro-inflammation 
CsCal and  pro-fibrosis effects (A) and antibody 
development curves (B) of CsCaM in SD rats 
(Original magnification, x 100) (reticular fiber 
staining); x 200 (HE staining). B: CsCaM animal 
model's IgG antibody development curve. 


的 CsCaM 莹 光 定 位 相符 ,如 果 晶 的 CsSCaM 定 位 于 墨 丸 ， 
并 参与 其 精子 生成 所 ; 小 鼠 的 CsCaM 大 量 分 布 于 学 丸 ， 
参与 其 精子 的 成 熟 分 裂 所 。 分 子 生 物 学 特征 分 析 有 助 
于 进一步 研究 CsCaM 的 功能 ,阐明 CsCaM TE4E Sc SEE 
虫 病 致 肝 纤 维 化 中 作用 途径 及 原理 。 


201712.01076v1 


chinaXiv 


- 664 - 


HE ER 3d rn xp e cR opus) n 
CsCaM 进行 分 子 生物 学 、 免 疫 原 性 及 组 织 病 理学 的 分 
析 , 为 进一步 阐明 华 支 浴 吸 虫 病 致 肝 纤 维 化 的 机 制 提 供 
了 基础 。 
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